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1. RESUMEN
El CYP humano catalíticamente activo obtenido por expresión re-
combinante es en la actualidad modelo biológico de uso generalizado en
el contexto fármaco-toxicológico. Diferentes organismos, incluyendo bac-
terias, levaduras, células de insecto y líneas celulares de origen mamífe-
ro, pueden ser manipulados genéticamente para la expresión heteróloga
—transitoria o estable— de diferentes isoformas CYP humanas. En muy
pocos años, los diferentes sistemas han sido extraordinariamente optimi-
zados en relación a los requerimientos específicos para la producción con
alto rendimiento del enzima humano en su conformación nativa y plena-
mente funcional. En la actualidad cualquiera de ellos representa una fuen-
te constante, definida y reproducible de CYPs individuales adecuada a la
caracterización estructural y funcional del CYP humano, y de aplicación
a múltiples áreas de estudio. Cada modelo presenta ventajas y limitacio-
nes, dictadas por factores técnicos (complejidad en la transformación) y
por características inherentes al organismo hospedador: el modelo de
elección depende en última instancia del objetivo experimental de cada
estudio particular. Este capítulo presenta una revisión extensa y actuali-
zada de los diferentes modelos de expresión heteróloga del CYP huma-
no disponibles. Su primera parte introduce los principios metodológicos
y requerimientos básicos para la transformación y producción del enzima
recombinante en el hospedador, así como las ventajas y limitaciones par-
ticulares de los diferentes sistemas. Finalmente, analizaremos las áreas de
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aplicación experimental en las que la disponibilidad actual de sistemas de
expresión funcional del CYP humano ha jugado un papel especialmente
relevante, con un énfasis particular en su aplicación a estudios “in vitro”
orientados a la identificación temprana de candidatos con propiedades far-
macocinéticas óptimas, la predicción de potenciales interacciones medi-
camentosas, y la implicación del polimorfismo genético como factor de
variabilidad el metabolismo in vivo en el organismo humano.
1. INTRODUCCIÓN
El enorme progreso en el conocimiento de las características estruc-
turales y funcionales del CYP producido en los últimos 15 años, ha sido
sin duda impulsado por la incorporación de nuevas tecnologías y el des-
arrollo de nuevos modelos experimentales in vitro, entre los que la “ex-
presión heteróloga” del citocromo P-450 humano —esto es, la posibili-
dad de expresar con alta eficacia formas individuales del CYP
catalíticamente activas, por transferencia de su DNA complementario
(cDNA) a diferentes tipos celulares— ha jugado un papel protagonista. 
La disponibilidad actual de estos sistemas tiene su origen en el ex-
tenso trabajo que, durante los años 70-80, condujo al aislamiento y puri-
ficación de múltiples CYPs de origen animal y/o humano (1) dando paso
inmediato al estudio de estos enzimas a nivel génico. A comienzos de los
90 habían sido ya clonados y secuenciados más de 100 CYPs distintos,
incluyendo las isoformas mayoritarias en el hígado humano (2). El para-
lelo y significativo avance de la Biología Molecular en este mismo pe-
riodo, permitió la aplicación inmediata de las tecnologías de DNA re-
combinante e ingeniería genética a la expresión in vitro del CYP humano
en distintos organismos. La dificultad que en principio representa la ex-
trapolación fiable de la información obtenida en un modelo tan simplifi-
cado a lo que ocurra en el organismo in vivo, se ve sin duda compensa-
da por un factor esencial inherente a estos modelos: el origen humano de
los enzimas. Efectivamente, los estudios sobre modelos de origen animal
no necesariamente reflejan el patrón metabólico, la farmacocinética, o la
toxicidad real de un determinado compuesto en el ser humano. Hasta hace
unos años, la única alternativa experimental al estudio directo de la bio-
transformación humana ha sido la utilización de sistemas biológicos de-
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rivados de hígado humano (hepatocitos, fracción microsomal, o CYPs re-
constituidos) cuya utilización plantea sin duda serios problemas técnicos
y éticos. El éxito actual de la tecnología de transplante hepático limita
además enormemente la disponibilidad de material humano al nivel re-
querido p. ej. en estudios de metabolismo. La ingeniería genética pro-
porcionó por tanto una solución única, y a la vez factible, a este proble-
ma: producir la proteína humana en su conformación nativa, por expresión
heteróloga del correspondiente cDNA.
La primera descripción de un modelo de expresión de un CYP ma-
mífero en levadura se produjo hace menos de dos décadas (3). Desde en-
tonces, numerosos laboratorios han impulsado el desarrollo de sistemas
que permiten la expresión heteróloga del CYP humano sobre muy dis-
tintos hospedadores, incluyendo bacterias (4-6), levaduras (7-9), células
de insecto (10,11), líneas celulares de origen mamífero (12-16) o huma-
no (17-19), e incluso plantas superiores (20). Cada modelo presenta ven-
tajas y limitaciones particulares, condicionadas básicamente por las ca-
racterísticas del hospedador y por la complejidad técnica inherente a la
transformación. En tan sólo diez años, los diferentes sistemas han sido
extraordinariamente optimizados en relación a los requerimientos especí-
ficos para la producción del enzima funcional, de tal manera que en la
actualidad cualquiera de ellos puede ser utilizado con fiabilidad como sus-
tituto del microsoma hepático humano. 
El hígado humano contiene al menos 11 isoformas CYP (1A2, 2A6,
2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4 y 3A5) mayoritariamente
responsables del metabolismo de fármacos. Tan solo 5, los CYPs 1A2,
2C9, 2C19, 2D6 y 3A4, representan el 80 % del contenido total hepáti-
co en holoenzima, metabolizan > 90% de los fármacos actualmente en
uso clínico, y se consideran responsables de la mayor parte de interac-
ciones medicamentosas descritas (1). Todas ellas han sido expresadas con
éxito en diferentes tipos celulares. La producción heteróloga con alta efi-
cacia de la proteína CYP nativa, integrada a membrana y plenamente fun-
cional, representa además la única alternativa viable al estudio de isofor-
mas CYP minoritarias (p.ej., los CYPs 1A1,1A2, 2B6, 4F), variantes
alélicas y/o enzimas polimorficos humanos (p.ej., CYP2C9 y CYP2C19),
técnicamente difíciles de aislar, y cuya caracterización cinética y funcio-
nal es imposible sobre modelos humanos convencionales. La misma tec-
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nología permite la expresión de variantes del cDNA obtenidas por muta-
génesis y de proteínas quiméricas, aproximación experimental particular-
mente interesante en la identificación de dominios estructurales y/o resi-
duos clave en la función catalítica del CYP nativo. Es posible utilizar
enzimas recombinantes para una gran variedad de propósitos (Figura 1);
desde aplicaciones específicas en investigación y desarrollo farmacológi-
co —en la industria farmacéutica es hoy por hoy metodología in vitro de
rutina (21,22)—, hasta aplicaciones biotecnológicas a nivel industrial
(23,24) o medioambiental (25,26). En la actualidad muchos de los siste-
mas están disponibles comercialmente, lo que facilita su aplicación ge-
neralizada a múltiples áreas de investigación básica.
Este capítulo presenta una revisión amplia y actualizada de los diferen-
tes modelos de expresión heteróloga del CYP humano actualmente disponi-
bles y más ampliamente utilizados. La primera parte introduce los principios
metodológicos básicos para la transformación, y las propiedades particulares
de cada sistema. Finalmente revisaremos brevemente las aplicaciones expe-
rimentales más relevantes. Las características y aplicabilidad práctica de los
diferentes sistemas de expresión heteróloga del CYP humano han sido revi-
sadas de forma comparativa en recientes artículos (21,27-29).




























FIGURA 1. Principales áreas de aplicación de los sistemas de expresión heteróloga
del CYP humano
2. MODELOS DE EXPRESIÓN HETERÓLOGA
DEL CITOCROMO P-450 HUMANO
2.1. Visión general y principios básicos
Técnicamente, la expresión y síntesis heteróloga del CYP se rige por
los mismos principios metodológicos que permiten la expresión recombi-
nante de cualquier otra proteína, esto es, el aislamiento del cDNA y su in-
serción en un vector de expresión génica apropiado al organismo hospe-
dador (plasmídicos o virales), bajo el control de un promotor activo que
dirija la transcripción. Tras la transformación y selección de la célula trans-
formada, esta producirá la proteína heteróloga utilizando su propio equi-
pamiento endógeno. El vector de expresión debe contener las secuencias
de restricción requeridas para facilitar el clonado direccional del cDNA, y
proporcionar así mismo secuencias específicas que permitan, 1) la trans-
cripción del cDNA, y su traducción eficaz en el hospedador (básicamen-
te, el promotor y la secuencia que codifica en el mRNA un centro de unión
a ribosomas previo al codón de iniciación), 2) la selección del organismo
recombinante y, en su caso, 3) la replicación autónoma del propio vector
en el hospedador. Un modelo de expresión viene definido por la combi-
nación vector/huésped; en función del sistema, es posible la expresión de
la proteína heteróloga utilizando vectores replicativos (de expresión ex-
tracromosómica y replicación autónoma en la célula aceptora) o, más re-
cientemente, vectores integrativos, capaces de integrar el cDNA en el ge-
noma de la célula huésped por recombinación homóloga. La estabilidad
de la transformación y el rendimiento en la expresión dependerán de la
potencia del promotor, del número de copias del vector en la célula hués-
ped, y de las características particulares del tipo celular utilizado como
sustrato biológico para la producción de la proteína heteróloga. 
Los criterios habitualmente utilizados en la elección del sistema de
expresión incluyen consideraciones generales de índole práctico (Tabla 1)
como son la facilidad y flexibilidad en la manipulación genética del hos-
pedador, la estabilidad y la reproducibilidad de la transformación, el ren-
dimiento en la expresión cuantitativa de la proteína, y como no, su rela-
tivo coste económico —parámetro crítico en función de la aplicación a
la que se destine el modelo. La expresión heteróloga del CYP humano
presenta no obstante dificultades particulares y requerimientos específi-
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HOSPEDADOR VECTOR COMPLEJIDAD TIPO DE EXPRESIÓN/ RENDIMIENTO REQUERIMIENTO COSTETÉCNICA HOLOENZIMA CYP CPR/b5 ECONÓMICO
Bacteria plásmidos baja Estable/modificado +++ SI bajoEscherichia cdi
Levadura plásmidos baja Estable/nativo ++ variable bajoSacharamyces cerevisiae
Célula del insecto Baculovirus alta Transitoria/nativo +++ SI medio(Sf9, Sf 21)
Líneas celulares de Vectores
alta Estable/Transitoria + NO altomamífero virales nativo
cos, dictados en esencia por características inherentes al propio CYP eu-
cariota. Básicamente, tres condiciones:
Requerimiento en hemo: la actividad del enzima requiere la incorpo-
ración y coordinación adecuada de su grupo prostético hemo, que debe
ser generado endógenamente e incorporado al polipéptido naciente. La
disponibilidad de hemo es a menudo factor limitante en la producción
cuantitativa de holoenzima y en su plena expresión funcional.
Entorno subcelular: los CYPs eucariotas son proteínas integrales de
membrana y requieren —a diferencia del CYP procariota— un entorno
lipídico específico que actúa como soporte intracelular, y es además im-
prescindible para la estabilidad y expresión funcional del enzima. La frac-
ción del CYP humano implicada en metabolismo de fármacos se locali-
za específicamente en la membrana del retículo endoplásmico,
compartimento del que las bacterias carecen. 
Enzimas redox auxiliares: la actividad del CYP de retículo endoplás-
mico requiere transferencia electrónica desde NADPH, catalizada espe-
cíficamente por la flavoproteína NADPH-CYP reductasa (CPR), donador
electrónico común para las distintas isoformas CYP, también integrada en
la membrana de retículo. La actividad de ciertas isoformas CYP es ade-
más estimulada por la hemoproteína citocromo b5 (30-32). La produc-
ción heteróloga de CYPs catalíticamente autosuficientes está pues condi-
cionada a la existencia —y abundancia relativa— de dichos componentes
en el hospedador. 
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TABLA 1
Modelos de expresión heteróloga del CYP humano:
características generales
La proteína CYP de retículo endoplásmico en mamíferos consiste en
una zona N-terminal de anclaje a membrana y un enorme dominio cito-
sólico (33,34). El segmento hidrofóbico transmembrana (20-29 aa) pre-
senta de hecho carácter multifuncional; actúa como señal de reconoci-
miento —dirige la inserción del CYP a la membrana de retículo—, stop
de transferencia y señal de retención —no eliminable, permite el anclaje
de la proteína evitando su transporte fuera del propio retículo endoplás-
mico— (35-39). La inserción cotraduccional del CYP en la membrana de
retículo es un prerrequisito para el correcto plegamiento y la incorpora-
ción del hemo a la apoproteína, jugando la propia membrana un papel
esencial en ambos procesos así como en la interacción CYP-CPR (o b5)
que permite finalmente la catálisis (40-42). 
La expresión heteróloga del P-450 humano, en su conformación nativa y
funcional, representa por tanto un enorme desafío para la célula hospedadora
que debe proporcionar el entorno celular adecuado; debe proveer el hemo ne-
cesario para acomodar la apoproteína sintetizada de novo por expresión hete-
róloga; debe presentar suficiente superficie de membrana, y aportar así mis-
mo los componentes auxiliares necesarios para la integración correcta del
holoenzima (lo que en sistemas de expresión de alta eficacia, impone una im-
portante carga a dicho compartimento); finalmente, la célula huésped debe ex-
presar CPR endógena suficiente para sostener la actividad catalítica del CYP
introducido por expresión recombinante (en caso contrario, dichos compo-
nentes deberán ser aportados exógenamente). A efectos prácticos, un último
requisito —deseable aunque no imprescindible— es que el hospedador no po-
sea, o bien presente un nivel basal mínimo, actividad CYP endógena —con-
dición a menudo incompatible con la necesidad de CPR. De estos requeri-
mientos derivan en gran medida las limitaciones inherentes a cada modelo de
expresión. Así p. ej., es posible la expresión del CYP humano en procariotas,
pero en general su producción cuantitativa requiere modificación de la se-
cuencia de aminoácidos. Además, el CYP expresado en bacterias o tipos ce-
lulares no mamíferos es generalmente inactivo: el nivel endógeno de CPR es
mínimo o inexistente, y el estudio funcional del enzima requiere su reconsti-
tución in vitro junto al sistema de transferencia electrónica, o la optimización
del entorno redox del hospedador. Las líneas celulares de origen mamífero
proporcionan un entorno celular más adecuado (sistema de transferencia elec-
trónica, estructura y composición de la membrana de retículo, etc.). Por con-
tra, la metodología requerida para la transformación es mucho más compleja,
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el rendimiento obtenido es significativamente menor, y pueden contener acti-
vidad CYP endógena, lo que dificulta la interpretación de resultados.
En la actualidad son múltiples los métodos de expresión y los tipos ce-
lulares genéticamente modificados que permiten la expresión con éxito del
CYP recombinante humano. Cada sistema presenta ventajas, inconvenien-
tes y limitaciones particulares (Tabla 1), y el modelo de elección es sin duda
función de la aplicación particular a la que se destina. En los últimos 10
años, tras el desarrollo de los considerados modelos de primera generación,
numerosos laboratorios han orientado su esfuerzo a la optimización de es-
tos sistemas, con objetivos semejantes: 1) maximizar el rendimiento en ho-
loenzima, 2) proveer condiciones que permitan su máxima expresión fun-
cional y, 3) garantizar la reproducibilidad entre preparaciones, y la fiabilidad
en la extrapolación in vitro-in vivo. Los sistemas actuales se apoyan en la
utilización de promotores muy activos, y en el diseño de vectores integrati-
vos que puedan garantizar la estabilidad de la transformación. Se tiende así
mismo a la coexpresión de la NADPH-CYP reductasa a fin de garantizar la
máxima actividad catalítica del CYP recombinante (43-48). No obstante, y
como se comentará en su momento, numerosas evidencias señalan la nece-
sidad de un estricto control del nivel de CPR, ya que la sobreexpresión del
enzima puede causar daño oxidativo a la membrana microsomal (49), ate-
nuar la incorporación y/o estabilidad del hemo, disminuir el nivel de CYP
funcional, y conducir a la rápida degradación del holoenzima (43,46,48,50). 
Este apartado aborda una descripción básica y sencilla, comprensible
al profano en la materia, de los principios y requerimientos metodológi-
cos básicos para la expresión funcional del CYP eucariota en los diferen-
tes modelos celulares actualmente disponibles. Analizaremos los aspectos
críticos que deben considerarse en función del huésped, sus diferencias y
similitudes, y las ventajas particulares de cada sistema de expresión. La
metodología específica ha sido objeto de excelentes revisiones, citadas en
cada apartado, y a las que remitimos al lector interesado.
2.2. Expresión de CYP humano recombinante en sistemas
bacterianos
La bacteria Escherichia coli, modelo convencional comúnmente utili-
zado en la expresión de proteínas recombinantes, fue uno de los tipos ce-
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lulares más tempranamente aplicado a la expresión heteróloga del CYP eu-
cariota (4-6,51). Su bien conocida genética y su fácil manipulación, la dis-
ponibilidad de múltiples vectores de clonaje y expresión, la sencillez en la
purificación posterior de la proteína heteróloga y, sin duda, el bajo coste
del cultivo y su adaptabilidad a la producción de grandes volúmenes, lo
convierten en un sistema particularmente interesante en este contexto. No
obstante, y en general, la expresión de proteínas de membrana en E. coli
se ha demostrado mucho menos eficiente que la expresión de proteínas ci-
tosólicas, un hecho a priori explicado por la aparente carencia de suficiente
superficie membranosa donde integrar la proteína sintetizada de novo. Así,
cualquier proteína citosólica expresada en E. coli puede alcanzar el 30%
de la proteína total mientras que la expresión de proteínas de membrana (p.
ej. CYPs eucariotas en modelos no optimizados) típicamente representa <
1% de la proteína total bacteriana, y la integración se produce en la mem-
brana plasmática (4). Esto, junto a los requerimientos específicos inheren-
tes al CYP eucariota, explica que la expresión del CYP humano en E. coli
sea mucho mas complicada de lo inicialmente esperado. 
Básicamente, la producción de la proteína recombinante en E. coli re-
quiere que el cDNA que codifica el CYP sea insertado secuencia abajo de
un promotor bacteriano activo y de la secuencia que codifica el centro de
unión a ribosomas en procariotas (secuencia Shine-Dalgarno), ambos inte-
grados en el plásmido multicopia transferido a la bacteria. El promotor di-
rige la síntesis de un mRNA híbrido que contiene las señales —secuencia
arriba del codón de iniciación— necesarias para que los ribosomas de la
bacteria inicien la traducción. El polipéptido naciente debe asociarse a la
membrana de la bacteria, incorporar el hemo, y plegarse en su estructura
terciaria final. (52). La síntesis e integración en membrana del CYP euca-
riota produce sin duda alteraciones drásticas en la bacteria, que debe adap-
tar su metabolismo (biosíntesis de hemo, lípidos y proteínas auxiliares en
plegamiento y señalización a membrana); si la expresión cuantitativa del
CYP excede la capacidad de E. coli para sintetizar cualquiera de los ele-
mentos accesorios, el plegamiento es incorrecto y el CYP inactivo, acu-
mulándose de forma irreversible en cuerpos de inclusión (52). 
El éxito actual en la expresión funcional del CYP humano en E. coli
es resultado de un enorme esfuerzo en desarrollo metodológico que im-
plica a diferentes laboratorios. Muchos de los requisitos identificados
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como críticos representan posiblemente condiciones que favorecen los re-
ajustes metabólicos necesarios para permitir la traducción, la señalización
subcelular adecuada, y el plegamiento correcto del enzima eucariota en
la bacteria. Las distintas estrategias diseñadas en la optimización del mo-
delo han sido objeto de excelentes revisiones (28,48,52-55). Revisamos
4 aspectos esenciales:
Traducción eficaz del CYP eucariota en bacterias: modificación de
la secuencia N-terminal del CYP y/o utilización de secuencias líder bac-
terianas. Los requerimientos mínimos para la expresión del CYP euca-
riota en E. coli fueron identificados y descritos por primera vez a princi-
pios de los 90, durante el desarrollo de un modelo de expresión
recombinante del CYP17A bovino (5). Los autores demostraron que la
utilización del cDNA nativo conducía a nulo o muy bajo nivel de expre-
sión, y que para conseguir la traducción eficaz del CYP17A en E. coli.
era necesaria una mínima alteración de la secuencia nucleotídica vecina
al codón de iniciación. Se identificaron dos modificaciones clave, 1) la
sustitución del segundo codón por GCT (codificando Ala) y, 2) la incor-
poración de sustituciones silenciosas en los siguientes codones (a fin de
maximizar el contenido en A/T), codificando así la secuencia alterada
MALLLAVF…, en el extremo N-terminal de la proteína CYP17A. Pos-
teriormente diversos autores han confirmado que la sustitución de los 8
codones iniciales en 5’ del cDNA de múltiples CYPs humanos por la se-
cuencia MALLLAVF…, permite también la expresión eficaz de los CYPs
1A1 (56), 1A2 (57), 2A6 (58), 2B6 (59), 2C (60), 2D6 (61), 2E1 (62) y
3A4 (63) humanos en E. coli. 
Hoy se considera que la secuencia nucleotídica 5’ terminal nativa del
CYP eucariota favorece la formación de estructuras secundarias estables
en la región de unión del mRNA a los ribosomas procariotas, lo que di-
ficulta severamente la iniciación de la traducción y la elongación (52).
Efectivamente, el vector de expresión representa la fusión de secuencias
de DNA de distinto origen (promotor y Shine-Dalgarno procariotas,
cDNA eucariota) y de genes sin ninguna relación, lo que produce la in-
compatibilidad. La sustitución de la secuencia 5’ terminal del cDNA por
la secuencia N-terminal MALLLAVF…, da lugar a un mRNA que es efi-
cazmente traducido por los ribosomas de E. coli y reduce la propensión
de la proteína naciente a formar agregados estables. La modificación con-
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duce a una mínima alteración en la secuencia primaria de la proteína CYP
que afecta únicamente a su dominio hidrofóbico transmembrana. Sin em-
bargo, permite la producción de niveles muy elevados de CYP, eficaz-
mente integrado en membrana (un 70% del sintetizado), sin alterar las
propiedades catalíticas del holoenzima (es siempre aconsejable la valida-
ción ulterior de sus propiedades cinéticas). Esta aproximación se ha apli-
cado con éxito a la expresión de mas de 30 isoformas (54,64).
Muy recientemente se han desarrollado métodos que permiten la ex-
presión en E. coli del cDNA nativo con eficacia comparable a la conse-
guida por modificación de la secuencia N-terminal (47,65,66). La apro-
ximación se basa en la incorporación al vector de expresión de la
secuencia líder bacteriana ompA (p. ej., vector pINIII) que se fusiona al
extremo N-terminal traducible del cDNA del CYP eucariota. La secuen-
cia líder bacteriana dirige la expresión de la proteína nativa y su señali-
zación al espacio periplásmico de la bacteria (donde será eliminada por
proteolísis). La estrategia ha sido ya aplicada a la expresión (con muy
elevado rendimiento) de diferentes CYPs humanos nativos (3A4, 2A6,
2D6, 2E1), eliminando la necesidad de la previa optimización de la se-
cuencia 5’ de cada CYP individual.
Eficacia en la transcripción: características del promotor. Dos con-
diciones críticas para un óptimo rendimiento en la expresión de la prote-
ína heteróloga son la potencia del promotor que controla la expresión, y
la existencia de un número elevado de plásmidos en la bacteria. Por otra
parte la producción masiva del CYP es tóxica para E. coli, y generalmente
conduce a pérdida o inestabilidad del plásmido (4). Es por ello impres-
cindible un estricto control de la expresión del P-450 durante el cultivo.
La estabilidad del clon esta en general garantizada por la utilización de
promotores regulables (inducibles), de manera que la expresión de la pro-
teína heteróloga se suprime totalmente durante el crecimiento celular, y
es inducida de forma controlada en el momento apropiado de cultivo (esto
es, final de la fase logarítmica de crecimiento). En la actualidad, los vec-
tores de uso más generalizado en la expresión de CYP eucariota en E.
coli son plásmidos basados en el promotor/represor lac (p. ej, pCW,
pSP19g10L, pINIII), que permiten la expresión altamente regulada de la
proteína heteróloga (52,54,55,66,67). En condiciones basales, la activi-
dad del promotor (lac o derivados) es estricta y fuertemente inhibida por
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el represor lac, producto del gen lacIq (variante del lacI, que sobreexpre-
sa la proteína represora) a su vez aportado bien por la bacteria, bien por
el propio vector de expresión. La transcripción se activa con la adición
al medio de cultivo de isopropil-b-D-tiogalactosido (IPTG), análogo no
metabolizable de la alolactosa —el inductor activo natural— que bloquea
la acción del represor. Recientemente (68) se han diseñado sistemas ba-
sados en lac que permiten la inducción de la expresión utilizando lacto-
sa: el modelo requiere la utilización de cepas específicas de E. coli b-ga-
lactosidasa positivas —la cepa JM109(DE3)—, y elimina uno de los
mayores inconvenientes en la aplicación del sistema a fermentaciones a
gran escala; el elevado coste del IPTG. 
Expresión de CYPs catalíticamente autosuficientes: coexpresión de la
NADPH-CYP reductasa. El éxito en la expresión con alto rendimiento del
holoenzima CYP en E. coli hizo evidente un segundo inconveniente in-
herente al modelo: las bacterias carecen de actividad equivalente a la CPR
de eucariotas, y la flavoproteína endógena de E. coli (flavodoxina) pre-
senta muy baja eficiencia en el transporte electrónico desde el NADPH
al CYP heterólogo (69). Es por ello que el ensayo de actividades catalí-
ticas del CYP recombinante requiere necesariamente la purificación pre-
via del enzima, y su reconstitución in vitro junto a CPR de origen ma-
mífero (4,54,63,70). Las primeras aproximaciones para resolver el
problema se orientaron bien a la sobreexpresión de la flavodoxina (5,71),
bien a la expresión de cDNAs codificantes de proteínas de fusión CYP-
CPR (67,72,73), originalmente diseñadas para la expresión en levadura
(74), sistemas metodológicamente complejos y de muy limitado éxito. La
expresión funcional del CYP en E. coli solo ha sido posible muy recien-
temente, gracias al desarrollo de modelos que permiten la coexpresión en
la misma bacteria del CYP humano y la CPR de mamífero. Dos son las
alternativas más comúnmente aplicadas:
a) Es posible la expresión simultánea del CYP junto a la CPR (rata,
conejo o humana) utilizando plásmidos independientes y com-
patibles como vehículo de expresión de los respectivos cDNAs
(47,48,55). El sistema es sencillo y —sobre todo— muy versá-
til, por lo viene siendo rutinariamente aplicado a la expresión de
múltiples CYPs humanos —1A1, 1A2, 2A6, 2C8, 2C9, 2C19,
2D6, 2E1 y 3A4— (48,55). No obstante la coexpresión de CPR
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disminuye muy significativamente (4-5 veces) el nivel de expre-
sión del holoenzima CYP (48), y por ello su principal inconve-
niente es la dificultad en el control del nivel relativo de expre-
sión de la CPR.
b) Alternativamente, es posible la coexpresión controlada de CYP
y CPR utilizando un único vector de expresión bicistrónica
(75,76). El modelo requiere la inserción de ambos cDNAs en el
casete de expresión de un mismo plásmido, separados por una
secuencia enlazante no traducible que contiene la secuencia que
codifica el centro de unión a ribosomas, insertada entre el codón
terminal del primer cDNA y el codón de iniciación del segundo.
El vector bicistrónico utiliza un solo promotor que dirige la ex-
presión de un único mRNA; este será traducido finalmente en
dos proteínas aisladas, que se generan en concentración seme-
jante (proporción 1:1). El modelo ha sido aplicado a la expresión
de al menos 12 CYPs humanos (31,75,76).
En ambos casos, el cDNA codificante de la CPR debe ser modifica-
do de forma semejante a lo descrito para el cDNA del CYP. Estos mo-
delos permiten la expresión de la proteína heteróloga catalíticamente au-
tosuficiente y por tanto la utilización directa de la fracción de membrana
aislada, o de la propia bacteria in vivo, en ensayos de biotransformación.
Su principal desventaja: la necesidad de diseñar un vector específico para
cada isoforma CYP. 
Selección de la cepa y condiciones de cultivo. La cepa de E. coli, la
temperatura de cultivo y los aditivos incluidos en el medio juegan tam-
bién un papel muy significativo en el nivel de expresión y funcionalidad
alcanzados (52,54). Las cepas más comúnmente utilizadas para la trans-
formación con plásmidos basados en lac son la JM109, la DH5a y la XL-
1 Blue; la selección del organismo recombinante se basa en general en
genes de resistencia a antibióticos. El uso de medios tamponados enri-
quecidos como el Terrific broth (pH neutro, glicerol como fuente de car-
bono), y la disminución de la temperatura del cultivo de 37ºC (Tª fisio-
lógica para E. coli) a 28-30ºC (Tª óptima de inducción) previa a la adición
de IPTG, contribuye a facilitar el plegamiento correcto de la proteína he-
teróloga y aumenta sensiblemente el rendimiento. La suplementación del
medio con precursores del hemo (ácido d-aminolevulínico) durante la in-
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ducción, aumenta 4-5 veces el nivel de holoenzima de las isoformas
CYP2C (60), CYP1A1 y CYP2E1 (61) y se ha demostrado imprescindi-
ble para la producción de holoenzima CYP2D6 (54).
Las condiciones optimizadas de expresión y cultivo descritas permiten
maximizar la producción del CYP heterólogo con rendimientos que, en fun-
ción de la isoforma, típicamente oscilan entre 100-2400 nmol/L de cultivo,
en los modelos que expresan únicamente el P-450 (28,48,57,60,68), y los
30-800 nmol/L cultivo en los que coexpresan CPR (31,44,47,48,75,76). La
producción a gran escala del enzima, y su muy sencilla purificación (54),
convierten a E. coli en un modelo particularmente apropiado para abordar
la cristalización del CYP humano y la realización de estudios biofísicos.
Pese a la necesaria modificación de la secuencia N-terminal del enzima, la
mayoría de CYPs humanos expresados en E. coli son funcionales y mues-
tran propiedades cinéticas y catalíticas semejantes a las de la proteína na-
tiva en el microsoma hepático humano (31,32,55,77). Con idéntica aproxi-
mación, ha sido posible la expresión funcional de diferentes CYPs humanos
en Salmonella typhimurium (64,78,79), de aplicación específica a ensayos
de mutagénesis.
2.3. Expresión de CYP humano en levadura
La levadura Saccharomyces cerevisiae presenta ventajas técnicas muy
semejantes a las que proporciona E. coli como organismo hospedador: su
genética es sobradamente conocida, puede ser transformada de forma es-
table por métodos convencionales muy bien conocidos, y el organismo
recombinante se desarrolla fácil y rápidamente en medios de cultivo sim-
ples y de muy bajo coste. No obstante, la naturaleza eucariota de S. ce-
revisiae supone una ventaja adicional incuestionable en su aplicabilidad
como modelo biológico idóneo a la producción del CYP humano recom-
binante: la maquinaria genética y la estructura y organización subcelular
de la levadura es mucho más cercana a la de las células eucariotas supe-
riores, y permite la expresión eficaz de la secuencia cDNA nativa y la in-
serción espontánea del CYP recombinante en un contexto membranoso
adecuado (la levadura dispone de retículo endoplásmico abundante), con
plegamiento correcto e integración del hemo. La existencia de bajos ni-
veles de CYP funcional en la propia levadura (80) —responsable de la
biosíntesis de ergosterol— garantiza la presencia endógena de los enzi-
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mas de transferencia electrónica (81,82), y posibilita la formación de un
complejo CPR-CYP funcional en el retículo endoplásmico de la levadu-
ra transformada. La expresión heteróloga del CYP eucariota en S. cere-
visiae es relativamente sencilla, y la levadura fue por tanto uno de los ti-
pos celulares más tempranamente aplicados con éxito a la expresión
funcional de diferentes CYPs humanos (3,7-9,83). El modelo ha evolu-
cionado extraordinariamente en pocos años, de tal manera que en la ac-
tualidad se considera sistema de elección preferente en múltiples aplica-
ciones. La metodología detallada y las estrategias orientadas a maximizar
la expresión funcional del CYP en levadura, han sido objeto de excelen-
tes revisiones (45,84-87). Destacamos los requerimientos y principios bá-
sicos en la expresión, y las aproximaciones más significativas en la op-
timización del modelo.
De forma análoga a lo descrito en referencia a sistemas bacterianos,
el modelo básico para la transformación de S. cerevisiae (habitualmente
las cepas AH22, D12 y W303-1B) se apoya en el uso de plásmidos de
replicación autónoma en levadura. La expresión eficiente del CYP hu-
mano requiere únicamente la delección de las regiones 5’ y 3’ no codifi-
cantes del cDNA heterólogo (7), previa a su inserción en el vector bajo
el control de un promotor activo. Además del control transcripcional, las
secuencias promotor/terminador aportan las secuencias 5’ y 3’ adecuadas
para el procesamiento en levadura del mRNA híbrido originado, por lo
que el modelo permite la expresión de la proteína CYP nativa. La pro-
pagación del vector se realiza habitualmente en E. coli. Por ello, el plás-
mido debe necesariamente contener elementos específicos que permitan
su autorreplicación en ambos microorganismos, y la selección del orga-
nismo transformado, tanto la levadura —genes marcadores que comple-
mentan la auxotrofía a uracilo (URA3), adenina (ADE2), triptófano
(TRP1) o leucina (LEU2), según la cepa utilizada—, como la propia bac-
teria (genes de resistencia a antibióticos). Los primeros sistemas des-
arrollados (levaduras de primera generación) son modelos extremada-
mente simplificados basados en vectores de expresión constitutiva
(3,9,83,88,89) o inducible (7,8,30,90). Permiten la producción de niveles
muy significativos del holoenzima CYP que, apoyado en la actividad CPR
endógena, es además plenamente funcional. La levadura transformada
conserva el plásmido (y por tanto expresa el CYP) de forma estable, con
rendimiento condicionado por la potencia del promotor y el número de
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copias del vector (típicamente 5-20 por célula), este último resultado del
balance entre la presión positiva que ejerce el marcador de selección, y
la toxicidad del propio CYP para el hospedador. En los modelos de ex-
presión constitutiva —típicamente el vector pAAH5, de expresión dirigi-
da por el promotor del gen ADH1— la síntesis y acumulación de la pro-
teína heteróloga se produce de forma no controlable durante el periodo
completo de cultivo, y es esencial la caracterización previa del nivel de
expresión del holoenzima en función de la fase de crecimiento celular de
la levadura (Figura 2). En condiciones óptimas, y dependiendo de la iso-
forma CYP considerada, se alcanzan con este diseño niveles de expresión
entre 0,5 y 5 nmol CYP/L de cultivo. La utilización de plásmidos basa-
dos en promotores inducibles —en la actualidad plásmidos de la serie
pYeDP, dependientes del promotor híbrido GAL10-CYC1, reprimido por
glucosa y fuertemente inducible por galactosa— permite retrasar la ex-
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FIGURA 2. Expresión constitutiva del CYP2C9 recombinante en levadura como función
del periodo de cultivo. La figura muestra la evolución en el contenido específico en ho-
loenzima (determinado in vivo) en la cepa estandar S. cerevisiae D12 transformada con
el vector pAAH5; el nivel de expresión, máximo y constante durante la fase exponen-
cial, disminuye drásticamente al llegar a la fase estacionaria de crecimiento. El pa-
trón mostrado es típico en los modelos basados en vectores de expresión constitutiva.
presión del CYP hasta el final de la fase exponencial de crecimiento, lo
que favorece el mantenimiento estable de un número elevado de copias
del plásmido y un mayor rendimiento en la expresión del holoenzima. En
este modelo, la glucosa sostiene el crecimiento celular durante la pro-
ducción de biomasa por lo que el promotor es completamente reprimido.
La inducción se activa al llegar a la fase estacionaria (donde la división
celular se detiene o es ya muy limitada) por adición de galactosa al me-
dio de cultivo. Dependiendo de la isoforma CYP, el rendimiento se ele-
va a 50-400 nmol CYP/L de cultivo (45).
El modelo básico de expresión —constitutiva o inducible— en S. ce-
revisiae ha sido aplicado con éxito a la producción heteróloga de los CYPs
1A1/2 (89,91), 2A6 (92), diferentes isoformas 2B (90,92), la subfamilia
2C humana y sus variantes alélicas (92-95), 2D6 (92,96), 2E1 (92), 2F12
(97) y 3A4 (30,88). El sistema es catalíticamente autosuficiente y fácil-
mente adaptable a ensayos funcionales tanto en la levadura intacta (en
cultivo) como, más frecuentemente, sobre la fracción microsomal (45).
La presencia de CYP endógeno (80) hace recomendable el control de su
posible participación en las actividades del CYP humano recombinante.
Pese al menor rendimiento (si se compara con los modelos actuales de
expresión optimizada en levadura), el modelo constitutivo es aún hoy en
día el sistema de expresión idóneo cuando se requieren preparaciones a
pequeña escala con propiedades altamente reproducibles (contenido y ac-
tividad específica CYP) de aplicación específica en estudios detallados
de caracterización cinética y biotransformación (83,94,95,98,99).
Se ha demostrado que, especialmente en condiciones de sobrepro-
ducción del CYP, la actividad CPR (y b5) presente de forma natural en
levadura puede resultar limitante para garantizar la óptima actividad ca-
talítica del enzima heterólogo (30,84,100). Por otra parte, la limitada ho-
mología de secuencia entre los enzimas redox de levadura y sus ortólo-
gos humanos parece dificultar el acoplamiento funcional CYP/CPR y la
transferencia electrónica productiva a determinadas isoformas CYP (101-
103). Ambos inconvenientes pueden resolverse muy sencillamente con la
reconstitución in vitro de la fracción microsomal de levadura junto a la
CPR purificada de levadura, rata o en su caso humana (30,92). No obs-
tante, en los últimos años se han diseñado estrategias orientadas maxi-
mizar la actividad monooxigenasa heteróloga mediante la optimización
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del entorno redox de la propia levadura. Una primera aproximación es la
construcción y expresión de fusiones génicas artificiales, esto es, cDNAs
híbridos codificantes de proteínas quiméricas de fusión entre CYP y CPR
(74,104-106). El enzima de fusión P-450/CPR se integra adecuadamente
en el retículo endoplásmico de levadura, y muestra actividad monooxi-
genasa autosuficiente. No obstante, la ingeniería genética requerida pue-
de tener consecuencias impredecibles sobre la estructura y/o la función
del CYP humano, por lo que la aplicabilidad práctica de estos modelos
es muy limitada. Alternativamente, es posible la coexpresión de cada iso-
forma CYP individual junto a la CPR y/o el citocromo b5 (de levadura,
rata o, más recientemente, humanos) utilizando vectores convencionales:
el modelo se basa en la transformación simultánea con múltiples plásmi-
dos compatibles, vectores independientes de los correspondientes cDNAs
(84,100,101), o con un solo plásmido con múltiples casetes de expresión
(105,107,108). Ambas estrategias han permitido la expresión funcional
optimizada de múltiples CYPs. Sus principales inconvenientes: la difi-
cultad en el control de la producción cuantitativa CYP:CPR (y la falta de
reproducibilidad entre diferentes preparaciones), y la inestabilidad gené-
tica de las cepas transformadas por varios plásmidos, o por plásmidos de
gran tamaño (45).
Un modelo actual particularmente prometedor es la expresión de alto
rendimiento apoyada en la utilización de cepas de S. cerevisiae obtenidas
por modificación genómica; estas levaduras de “segunda generación”
(8,45) han sido diseñadas específicamente para que la propia levadura
provea el entorno redox más adecuado a la actividad de cada CYP parti-
cular. Básicamente, son cepas derivadas de S. cerevisiae W303-1B —
W(N) en nomenclatura simplificada— capaces de 1) sobreexpresar la
CPR endógena —cepa W(R), obtenida por sustitución del promotor na-
tural del gen CPR por el promotor artificial GAL10-CYC1, fuertemente
inducible por galactosa—, 2) expresar el citocromo b5 humano —cepa
W(B), en la que el cDNA que codifica el b5 humano sustituye al gen de
la CPR de levadura, bajo control del mismo promotor inducible—, o 3)
ambos enzimas —W(B,R)—. La modificación genómica se consigue uti-
lizando vectores integrativos (derivados de pYeDP, y semejantes a los
vectores inducibles convencionales), que contienen las secuencias espe-
cíficas que dirigen la inserción del casete de expresión del vector en el
locus génico de la propia NADPH-CYP reductasa por recombinación ho-
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móloga. La integración en el genoma es estable (con una sola copia), y
la expresión del cDNA insertado depende únicamente de la eficiencia del
promotor y la presencia del inductor. Cada cepa es a su vez susceptible
de transformación estable por los vectores multicopia convencionales, que
vehiculizan la expresión del CYP heterólogo: dependiendo de la isofor-
ma CYP, el plásmido, la cepa específica y las condiciones de cultivo, el
nivel de expresión del holoenzima alcanza en este modelo los 50-400
nmol CYP/L de cultivo (hasta 1 µmol/L en fermentadores). Se han ex-
presado así los CYPs humanos 1A1, 1A2, 2C8, 2C9, 2C18 y 2C19, 2D6,
2E1, 3A4, 3A5 y 19A (102,109,110). La metodología original y las pro-
pias cepas están protegidas por patentes internacionales, si bien son ac-
cesibles a centros públicos de investigación bajo determinadas condicio-
nes (45).
Finalmente, la aplicación de la ingeniería genómica a la integración
en el genoma de levadura del cDNA de la CPR humana ha dado lugar a
las llamadas “cepas humanizadas” de levadura (87,111), nuevos sistemas
que permiten la expresión individualizada del CYP humano en un entor-
no redox también de origen humano. Junto a una muy significativa me-
jora en la actividad específica del CYP (hasta 1000 veces la actividad ex-
presada en los modelos básicos), estas cepas ofrecen la posibilidad de
reproducir in vitro rutas multienzimáticas complejas, incluyendo reaccio-
nes fase I y fase II.
2.4. Expresión dirigida por baculovirus
El modelo eucariota de mayor eficiencia para la expresión heterólo-
ga del CYP humano es sin duda la expresión en células de insecto basa-
da en la utilización baculovirus (10,11,112). El sistema combina el alto
nivel de producción del holoenzima que encontramos en los modelos bac-
terianos, con la facilidad en la expresión del CYP nativo y la elevada ac-
tividad específica que proporcionan habitualmente los hospedadores de
naturaleza eucariota. Efectivamente, la capacidad de expresión y proce-
samiento post-traduccional de proteínas del organismo hospedador (en la
práctica, líneas comerciales de Spodoptera frugiperda —las Sf9 y Sf21—
ó, más recientemente, Trichoplusia ni —células T. ni) es muy semejante
a la de las células eucariotas superiores, y el CYP humano recombinan-
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te es dirigido y apropiadamente insertado en el compartimento celular co-
rrecto. Un entorno lipídico adecuado, y la expresión endógena de las ac-
tividades de redox en la membrana microsomal de la célula de insecto
permiten, en principio, la obtención de preparaciones catalíticamente au-
tosuficientes. La actividad monooxigenasa puede estudiarse en la frac-
ción microsomal aislada, en lisados celulares, o en cultivo en suspensión
de las células de insecto transformadas (10,23,112,113). No obstante, la
metodología necesaria para la expresión del cDNA heterólogo en el sis-
tema baculovirus/células de insecto es relativamente compleja, y la ma-
yor desventaja del modelo es sin duda la necesidad de individualizar las
condiciones de expresión para cada CYP particular. La construcción y se-
lección del baculovirus recombinante es complicada y laboriosa. Deben
establecerse las condiciones óptimas de infección del hospedador para ga-
rantizar la máxima eficiencia en la transformación. Y por último, dado
que la producción del enzima en el hospedador es transitoria, es necesa-
rio un estricto control global del proceso (infección, condiciones de cul-
tivo, y periodo de cultivo post-infección) a fin de minimizar la variabili-
dad entre diferentes preparaciones. El modelo ha sido descrito
detalladamente en excelentes revisiones (10,46,112). Este apartado exa-
mina brevemente los principios metodológicos básicos y las etapas par-
ticularmente críticas en la transformación.
Construcción del vector de inserción en baculovirus: El baculovirus
comprende unas 500 especies víricas que infectan únicamente a células
de insecto. La cepa utilizada típicamente como vector, es el virus de la
poliedrosis nuclear Autographa californica (AcMNPV). Dado el gran ta-
maño del genoma vírico (134 kbp) no existe un sitio único de restricción
que permita el subclonado directo del cDNA heterólogo en el baculovi-
rus por métodos enzimáticos convencionales. El cDNA del CYP humano
debe ser primero subclonado en un plásmido lanzadera que permita la in-
serción del cDNA en el DNA vírico por recombinación homóloga. El vec-
tor lanzadera aporta el promotor que controla la expresión del cDNA he-
terólogo, las secuencias que dirigen su integración en el genoma vírico y,
en su caso, el gen marcador de selección del baculovirus recombinante
(actualmente, el gen de la b-galactosidasa). En su forma secretora, el
AcMNPV está recubierto por una cápsula de poliedrina, proteína (29 kDa)
que protege al virus en su ciclo natural en el insecto, pero que es total-
mente prescindible cuando el virus se propaga en cultivo. El lugar elegi-
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do para la integración es precisamente el locus génico de la poliedrina;
el proceso inactiva el gen viral, y el baculovirus recombinante será por
tanto poliedrina-negativo. Los vectores lanzadera disponibles difieren bá-
sicamente en el número y el tipo de promotores virales que contienen. El
modelo clásico (10) emplea plásmidos basados en promotores fuertes,
como el del gen de la poliedrina (polh) o el del gen p10, que contienen
un solo promotor (serie pAc700, pAc373, o más recientemente la serie
pBlueBac). Actualmente existen vectores duales (pAcUW31, pAcUW51
ó p2Bac, que contienen ambos promotores) o vectores con múltiples pro-
motores virales, adecuados a la expresión simultánea de 2-4 cDNAs dis-
tintos en un mismo baculovirus (112).
Generación del baculovirus recombinante: El vector de inserción
(conteniendo el cDNA heterólogo) es transfectado junto al DNA de ba-
culovirus en monocapas de células de insecto, donde el virus recombi-
nante se genera de forma espontánea por recombinación homóloga. El
rendimiento depende en gran medida de la viabilidad celular (>98%) y la
fase de crecimiento en que se realiza la transfección (112). Existen ac-
tualmente sistemas y protocolos comerciales que facilitan enormemente
la construcción del vector y la producción eficaz del baculovirus recom-
binante. La utilización de DNA viral linearizado ha permitido optimizar
el rendimiento en la transfección, que llega a alcanzar un 99% frente al
0.1-5% conseguido con metodología tradicional (10). La selección y pu-
rificación del virus recombinante se realiza clásicamente por diferencia-
ción visual de las colonias poliedrina negativas; la utilización de vecto-
res de inserción que contienen el gen marcador de la b-galactosidasa
permite la selección por color de las colonias positivas, simplificando el
proceso. 
Transformación de la línea celular: La expresión del CYP heterólo-
go en células de insecto requiere la infección vírica de la línea celular
aceptora durante la fase logarítmica de crecimiento, a partir de un stock
de baculovirus recombinante previamente titulado (unidades formadoras
de colonia, pfu/ml), y su cultivo en condiciones controladas. Es impres-
cindible la determinación previa de la proporción virus:célula más ade-
cuada, y del periodo de cultivo óptimo para la recogida de las células de
insecto tras la infección vírica. La multiplicidad de infección (MOI), esto
es el número de partículas virales por célula de insecto (también expre-
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sado como pfu/célula), refleja básicamente la infectividad del virus, y
debe ser determinado específicamente para cada preparación individual
de baculovirus recombinante (y para CYP particular). El MOI y el tiem-
po adecuado de cultivo post-infección para la expresión con máxima efi-
cacia del CYP heterólogo (generalmente 3 días) se establecen por moni-
torización del contenido en holoenzima CYP (determinación espectral) o
su actividad catalítica (23,46,112). 
Líneas celulares y condiciones de cultivo óptimas: Los cultivos de in-
fectados pueden propagarse en monocapa (10) ó en suspensión (112). Las
líneas celulares Sf9 y Sf21 —las más comúnmente utilizadas— requie-
ren medios de cultivo específicos (Grace, ILP-41) suplementados con sue-
ro bovino fetal y diferentes aditivos. Las células T. ni, de reciente apari-
ción, presentan interesantes ventajas frente a las líneas convencionales:
pueden ser cultivadas en ausencia de suero (p.ej. Ex-Cell 405 ó Express
Five SFM), poseen un contenido en retículo endoplásmico tres veces su-
perior al de Sf9, y permiten alcanzar mayores rendimientos en la expre-
sión del CYP heterólogo (112). En general, el nivel de expresión del CYP
excede la capacidad de síntesis de novo de hemo, por lo que es impres-
cindible la suplementación del medio con hemina o precursores del hemo. 
Dado el elevado nivel de expresión que permite el modelo, la activi-
dad CPR del hospedador se ha demostrado insuficiente para sostener una
óptima actividad catalítica del CYP heterólogo y, en la práctica, es nece-
saria la optimización del entorno redox. Tres estrategias diferentes per-
miten resolver el problema: 1) la expresión del CYP en la célula de in-
secto y la reconstitución del enzima purificado, ó del lisado total celular,
con CPR (11,114-117), 2) la coexpresión de CYP y CPR (rata o huma-
na), utilizando un único baculovirus transformado por vectores lanzade-
ra duales (112,116,118), y por último, 3) es posible infectar simultánea-
mente las células de insecto con baculovirus recombinantes
independientes, conteniendo el cDNA de CYP, CPR, ó citocromo b5
(23,43,46,113,118). Cada aproximación presenta ventajas e inconvenien-
tes particulares. Si bien un exceso en CPR no afecta a la cantidad total
de apoproteína CYP generada, puede reducir muy significativamente el
contenido en holoenzima y su actividad (43,46,118,119), y es por tanto
imprescindible un control estricto del nivel de CPR funcional en relación
al contenido en CYP. La purificación y reconstitución permite el control
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de la estequiometría CYP:CPR con gran flexibilidad, pero es laboriosa y
limita significativamente el rendimiento. La expresión con un único vi-
rus es muy eficaz, sin embargo, y dado el limitado número de promoto-
res caracterizados para la expresión en baculovirus, no permite un con-
trol real sobre el nivel relativo de expresión de CYP:CPR (116). La
coinfección con baculovirus independientes para cada cDNA es en la ac-
tualidad el sistema de uso más generalizado. Permite individualizar la es-
tequiometría final CYP:CPR (y en su caso b5) hasta proporcionar la ade-
cuada a la expresión funcional óptima de cada CYP individual (23,46);
si bien es necesario determinar previamente el MOI óptimo para cada uno
de los baculovirus utilizados, una vez se establece la proporción óptima
las diferentes preparaciones son relativamente reproducibles. 
En cualquiera de las alternativas descritas, la expresión dirigida por
baculovirus ha permitido la expresión funcional de los CYPs humanos
1A1 y 1A2 (113,114), 2A6 (46), 2C8 (116), 2C9 (23,115,117), 2D6
(113,119), 2E1 (46,115,118), y 3A4 (31,32,53,77). En condiciones ópti-
mas, la proteína heteróloga representa >3% de la proteína celular total y,
en función del modelo y la isoforma CYP considerada, el nivel de ex-
presión oscila entre los 50-250 nmol holoenzima/L de cultivo hasta los 2
µmol/L (p. ej., para el CYP3A4 en biorreactores). Estudios comparativos
de validación (23,46,84,127) han demostrado que las características ci-
néticas del CYP recombinante expresado en la membrana microsomal de
células de insecto, es en todo semejante al CYP nativo en microsomas de
hígado humano.
Por su complejidad, el sistema baculovirus/células de insecto repre-
senta un compromiso entre el modelo de expresión en levadura (el mo-
delo eucariota más sencillo) y los sistemas de expresión en líneas celu-
lares de origen mamífero. El modelo está ganando gran popularidad,
hecho al que indudablemente contribuye la disponibilidad actual de pre-
paraciones microsomales comerciales derivadas de baculovirus. El alto
rendimiento en la producción de CYP nativo, junto a la posibilidad de
coexpresar CYP y CPR en proporciones controlables, permite la aplica-
ción del sistema a estudios de caracterización cinética del CYP humano.
El modelo es así mismo aplicable al diseño de biorreactores, adaptables
a la producción a gran escala tanto del CYP recombinante como de me-
tabolitos específicos.
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2.5. Modelos de expresión en líneas continuas de mamífero
Diversos laboratorios (12,13,15,17,18) han impulsado el desarrollo de
sistemas de expresión basados en la utilización de células derivadas de
organismos superiores (mamíferos o humano) como sustrato biológico.
Su principal interés radica en las características inherentes al tipo celular
mamífero, características que no pueden aportar bacterias, levaduras o cé-
lulas de insecto. El hospedador de origen mamífero proporciona un en-
torno intracelular complejo, mucho más cercano (estructural y funcional-
mente) al organismo humano, por lo que la línea transformada es
particularmente útil en la investigación mecanística, a corto y largo pla-
zo, de problemas fármaco-toxicológicos complejos en los que junto a la
propia actividad metabólica CYP, se requiera la participación activa de
otras rutas metabólicas o la interacción con procesos celulares endógenos
(29,120-122): p.ej. la implicación de CYPs específicos en citotoxicidad,
muerte celular o daño genético, la modulación de la expresión y degra-
dación del CYP, mecanismo de quimiorresistencia, y un largo etc. La ob-
tención de líneas celulares modificadas genéticamente para la expresión
estable y definida de isoformas individuales del CYP humano presenta
no obstante un máximo nivel de complejidad, tanto por la metodología
requerida en la transformación, como en relación a las condiciones de
cultivo y mantenimiento de la línea ya transformada. 
La transformación requiere el uso de vectores específicos de expre-
sión en eucariotas superiores (vectores víricos o derivados) que permitan,
bien la integración del cDNA heterólogo en el DNA genómico de la lí-
nea hospedadora, bien la expresión extracromosómica del cDNA. Se han
empleado con éxito vectores virales, tal es el caso del virus del papiloma
bovino (BPV), el virus vaccinia, el adenovirus o ciertos retrovirus, y plás-
midos diseñados en base a promotores, origen de replicación y secuen-
cias amplificadoras derivadas de virus (el virus de Epstein-Barr, el SV40,
el citomegalovirus (CMV), el herpes simplex, el virus del sarcoma de
Rous, etc). A la dificultad inherente al diseño y construcción del vector
recombinante, hay que añadir precauciones de seguridad (si se emplean
virus activos, estos permanecen activos durante todo el proceso —infec-
ción, cultivo, subfraccionamiento celular e incubación de fracciones mi-
crosomales). La elección del vector viene condicionada por el tipo celu-
lar que se pretende transformar, mientras que las características geno y
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fenotípicas de la línea determinan la aplicabilidad experimental del mo-
delo. Deben también considerarse aspectos como son la estabilidad de la
transformación, la integridad de la línea transformada, la estabilidad y ni-
vel de expresión de la proteína CYP recombinante, y los requerimientos
específicos de cultivo de la línea celular. La producción de novo de CYP
ejerce a menudo efectos adversos sobre el crecimiento y la viabilidad de
la célula huésped; ello limita el nivel de expresión que es posible alcan-
zar en estos sistemas —en general discreto, si se compara al obtenido en
bacterias, levaduras o en el modelo baculovirus. Esta misma limitación
permite sin embargo que el nivel endógeno de enzimas redox sea en ge-
neral suficiente para la plena actividad funcional del CYP recombinante,
eliminando en gran medida la necesidad de coexpresión o reconstitución
con CPR. La biosíntesis endógena de hemo suele así mismo ser autosu-
ficiente para la formación del holoenzima. Por contra, algunas líneas ce-
lulares contienen CYP endógeno, por lo que deben siempre realizarse los
controles experimentales oportunos. 
Distintas líneas celulares continuas, derivadas de distintos tejidos y
de diferentes especies de mamífero, han sido aplicadas con éxito en la
expresión funcional, transitoria o permanente, del CYP humano. Los sis-
temas descritos incluyen la línea V79 (13), células CHO (15) y CHL (16),
células COS (12), PC-12 (123), Caco-2 (124), NIH 3T3 (14), HepG2
(17,125), líneas derivadas de fibroblastos humanos (19), y células linfo-
blastoides B humanas (18). Detallamos las características básicas de los
sistemas mejor conocidos y de uso más generalizado en la actualidad.
Expresión transitoria del CYP humano en células HepG2. La utili-
zación del virus lítico vaccinia como vector de expresión permite la in-
fección y la expresión funcional del CYP humano en líneas celulares de
origen humano, típicamente la línea de origen hepático HepG2 (125-127).
La metodología necesaria para la construcción y selección del virus re-
combinante es compleja, y ha sido descrita en detalle por González y cols
(17). Dado el gran tamaño del genoma vírico (187 kbp), la construcción
del virus recombinante requiere —de modo análogo a lo descrito para la
producción de baculovirus recombinantes— la utilización de un vector de
inserción. El plásmido de transferencia contiene esencialmente un pro-
motor del virus de la vacuna (que dirigirá la transcripción), y las se-
cuencias de flanqueo que permiten la inserción del cDNA heterólogo por
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recombinación homóloga dirigida al locus del gen de la timidina kinasa
(TK) vírica. La inserción del vector inactiva el gen TK del virus, lo que
permite la selección del virus recombinante por cultivo de las células in-
fectadas en presencia de 5-bromodeoxiuridina. Finalmente se procede a
la infección de cultivos confluentes de HepG2 con el MOI adecuado. La
utilización de virus activos obliga a trabajar en instalaciones adecuadas y
a la vacunación del personal contra la viruela. El sistema ha sido aplica-
do a la expresión en HepG2 de 12 isoformas CYP humanas, con rendi-
miento que oscila entre 10-20 pmol CYP/mg de proteína celular (125-
127). La actividad se ensaya en lisado celular, o en la fracción microsomal
aislada.
Expresión transitoria en células COS. Modelo de expresión original-
mente descrito por Waterman y cols (12,41,128). La línea celular COS-
1 fue establecida por transformación estable de la línea CV-1 (aislada de
riñón de mono verde africano) con un mutante origen-deficiente del vi-
rus 40 de simio (SV40) que se integra, con una sola copia, en el genoma
de CV-1. Las células COS producen espontáneamente el antígeno vírico
SV40 T necesario para la replicación viral, por lo que cualquier plásmi-
do que contenga el origen de replicación del SV40 es capaz de replicar
en COS-1. Las células COS transfectadas presentarán finalmente múlti-
ples copias del vector, y producirán la proteína codificada por el cDNA
transferido. Los vectores de expresión en COS contienen pues necesaria-
mente el origen de replicación de SV40, y difieren únicamente en el pro-
motor viral que dirige la expresión del cDNA vehiculizado: promotores
de SV40 (p. ej. los plásmidos pCD y pSVL), o promotores derivados del
CMV humano (pCMV) —este último, muy potente, permite la produc-
ción de niveles de holoenzima 10 veces superiores a los obtenidos con
los vectores convencionales basados en SV40 (12). Tras la transfección
por métodos convencionales (12), la línea hospedadora expresa el holo-
enzima CYP de forma transitoria, con niveles máximos que oscilan en-
tre 5-40 pmol/mg proteína microsomal. La actividad puede estudiarse tan-
to en la célula in vivo, como en la membrana microsomal aislada. 
Expresión estable en células V79. Derivada de fibroblastos pulmona-
res de cobaya, la línea V79 carece de niveles significativos de CYP en-
dógeno; ello la convierte en sustrato idóneo para la generación de líneas
genéticamente definidas respecto a la expresión de isoformas CYP hu-
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manas individuales. El modelo de expresión ha sido descrito por Doeh-
mer y cols. (13,129). El método original utiliza plásmidos basados en el
promotor temprano del SV40 (pSV450), si bien recientemente se han des-
crito vectores de expresión mucho más potentes (130). La transferencia
génica se realiza utilizando el vector recombinante linearizado a fin de
facilitar la integración estable del cDNA del CYP en el DNA cromosó-
mico de las V79. El lugar de integración es sin embargo impredecible, y
los clones CYP positivos deben ser verificados a nivel DNA, mRNA y
proteína. Las líneas V79 obtenidas por integración genómica del cDNA
de CYPs humanos mantienen la producción constante y homogénea del
enzima funcional durante años (13). La actividad puede ser determinada
in vivo, o sobre la fracción microsomal.
Expresión estable en células CHO. Modelo muy reciente, diseñado
con objeto de maximizar el rendimiento en holoenzima y la actividad fun-
cional del CYP heterólogo. El modelo básico (15) utiliza como hospeda-
dor la línea parental DUKXB11, sublínea derivada de CHO (células de
ovario de cobaya), deficiente en actividad dihidrofolato reductasa
(DHFR). La integración genómica se basa en la utilización del plásmido
pcDNA DHFR, que contiene el gen de la DHFR (marcador de selección)
bajo control del promotor temprano del SV40, y en el que el cDNA del
CYP humano es insertado bajo control transcripcional del potente pro-
motor/amplificador del CMV. Tras la transfección, la selección de los clo-
nes CYP positivos y la amplificación genómica del número de copias del
cDNA transferido (hasta 40 copias) se consigue por cultivos sucesivos en
presencia de concentraciones crecientes de metotrexato. Se obtiene así
una nueva línea celular que, cultivada en medio suplementado con he-
mina, permite la producción eficaz del holoenzima CYP heterólogo (20-
40 pmol/mg proteína celular). En condiciones de máxima expresión, el
nivel de CPR presente en las células CHO puede ser limitante (15,50).
Por ello, la línea celular ya manipulada para expresar el CYP recombi-
nante es transfectada de nuevo para conseguir la coexpresión estable de
la CPR humana. El vector utilizado para la integración del cDNA de la
CPR es semejante al pcDNA DHFR, pero contiene el gen de resistencia
a neomicina (en lugar del DHFR) como marcador de selección. El aisla-
miento de la línea capaz de expresar conjuntamente CYP y CPR funcio-
nales se realiza finalmente por selección de los clones resistentes a me-
totrexato y a G-418. 
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Por cotransfección y amplificación genómica se han establecido líneas
derivadas CHO capaces de expresar de forma estable el CYP3A4/CPR (15),
el CYP2D6/CPR (50), y enzimas de fase II como la UGT1A6 (131). Se ha
demostrado además que el tratamiento de estas líneas con inductores de la
proliferación del retículo endoplásmico contribuye a aumentar significati-
vamente (3-5 veces) el rendimiento en la expresión de los enzimas recom-
binantes (131).
Expresión en células linfoblastoides B humanas.  Permite la expre-
sión estable de CYPs humanos en células de origen humano; la transfec-
ción del cDNA se realiza utilizando vectores extracromosómicos, capa-
ces de autorreplicar en la célula hospedadora y mantenerse de forma
estable sin integración. La línea celular comúnmente utilizada es la AHH-
1 TK+/-, y contiene niveles significativos de CYP1A1 así como niveles
endógenos de CPR (y b5) suficientes para soportar la actividad del CYP
recombinante. El modelo básico (18) utiliza dos tipos de vectores, basa-
dos el origen de replicación del virus de Epstein-Barr y el promotor tk
del virus herpes simplex, que difieren únicamente en el marcador de se-
lección: el pMF6 confiere resistencia a higromicina B, mientras el pEB-
VHistk confiere resistencia al L-histidinol. El nivel de expresión del CYP
en la línea transfectada depende del número de copias del vector presen-
tes y por tanto de la astringencia de la selección; actualmente se prefie-
re el vector pEBVHistk (132), con el que se llegan a alcanzar 40 copias
por DNA célula diploide frente a las 5 copias/célula en líneas transfecta-
das con pMF6. Es esencial el mantenimiento de la presión de selección
durante el cultivo (esto es, la presencia en el medio de elevadas concen-
traciones de L-histidinol) para evitar la pérdida del vector; en estas con-
diciones, la expresión del CYP es estable durante más de 1 mes, con ren-
dimientos que oscilan entre los 20 y 40 pmol holoenzima P-450/mg de
proteína microsomal. El sistema ha permitido la obtención de líneas ce-
lulares diseñadas para la expresión funcional de los CYPs humanos 1A1,
1A2, 1B1, 2A6, 2B8, 2C6, 2C9, 2D6, 2E1 y 3A4, así como de la epóxi-
do hidrolasa (EH) microsomal (133). La actividad específica es suficien-
te para permitir estudios de metabolismo, tanto en célula intacta como en
preparaciones microsomales (en la actualidad también disponibles co-
mercialmente), con características cinéticas comparables a las obtenidas
con los modelos E. coli o baculovirus, y en microsomas hepáticos hu-
manos (32,46,55,77).
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3. APLICACIONES EXPERIMENTALES DEL CYP HUMANO
RECOMBINANTE
Tradicionalmente, la aproximación más sencilla a la comprensión de
sistemas o procesos metabólicos complejos es la visión reduccionista
orientada a aislar y estudiar la mínima unidad posible; en nuestro caso,
el enzima responsable de una determinada ruta metabólica. Este princi-
pio básico apoya y justifica la utilización, hoy generalizada, de múltiples
CYPs de expresión recombinante e individualizada como modelo idóneo
en la investigación in vitro de muy diversos aspectos de la biotransfor-
mación humana. La metodología para la expresión eficaz y funcional del
CYP humano ha sido optimizada de tal manera que, en la actualidad, cada
uno de los sistemas de expresión descritos representa una fuente defini-
da, virtualmente inagotable y de relativo bajo coste, del CYP humano ca-
talíticamente activo. En muy pocos años, los sistemas de expresión hete-
róloga se han convertido en modelo in vitro de primera línea en la
investigación básica de una variedad de procesos CYP-dependientes, in-
cluyendo un amplio espectro de aplicaciones prácticas en el área de la
fármaco-toxicología (Figura 1). Se han utilizado en la caracterización de
la propia proteína CYP humana (estudios estructura-función, especifici-
dad catalítica, caracterización cinética y funcional de enzimas polimórfi-
cos, diferencias interespecie, etc.), en aplicaciones orientadas al diseño y
desarrollo de nuevos fármacos (evaluación del perfil metabólico, identi-
ficación de CYPs responsables del metabolismo oxidativo, predicción de
la variabilidad farmacocinética o de interacciones medicamentosas de-
pendientes de metabolismo), en estudios toxicológicos (bioactivación, ci-
totoxicidad, daño irreversible a DNA o proteína, mutagénesis/carcinóge-
nesis química), y en la producción a gran escala de metabolitos de interés
industrial o analítico, y de la propia proteína CYP. 
Al margen de consideraciones técnicas, los diferentes modelos pre-
sentan propiedades particulares en relación a la estabilidad en la expre-
sión, el rendimiento en la producción de holoenzima, su capacidad para
reproducir fielmente las propiedades cinéticas del CYP humano in vivo,
la flexibilidad en el diseño experimental, o la reproducibilidad entre dis-
tintas preparaciones, características que sin duda determinan el campo de
aplicación preferente de cada sistema (27,29,120). La elección del mo-
delo idóneo debe siempre realizarse en función del objetivo experimen-
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tal, y teniendo en cuenta las necesidades específicas de cada estudio. Pre-
sentamos a continuación algunas de las áreas donde la incorporación de
modelos de expresión recombinante del CYP humano ha jugado un pa-
pel especialmente relevante. Las referencias citadas son tan solo un ejem-
plo de los múltiples estudios que en la actualidad se apoyan en la utili-
zación de estos sistemas.
3.1. Caracterización cinética y funcional del metabolismo CYP
dependiente
El CYP humano recombinante es en la actualidad aproximación ex-
perimental de primera línea en la caracterización cuali y cuantitativa del
metabolismo humano CYP-dependiente durante las etapas preclínicas del
desarrollo de nuevos fármacos (21,22,134,135). Por el excelente rendi-
miento en la expresión funcional del enzima (esto es, el elevado conte-
nido y actividad específica del CYP heterólogo alcanzado) y la relativa
sencillez en el diseño de estudios cinéticos, hoy se tiende a la utilización
preferente de fracciones microsomales aisladas a partir de modelos de ex-
presión optimizada en levaduras y células de insecto (en menor medida,
fracciones de membrana de E. coli) como sistemas de elección en este
contexto. A estas ventajas se añade la competencia técnica generalizada
en el manejo de ambos tipos celulares y, como no, la disponibilidad ac-
tual de preparaciones comerciales plenamente caracterizadas. Numerosos
estudios (31,32,55,77) han confirmado su utilidad y eficacia para repro-
ducir con fiabilidad las características cinéticas y funcionales de las iso-
formas CYP mas relevantes en la biotransformación hepática humana.
Virtualmente todos los CYPs humanos, incluyendo isoformas minorita-
rias, pueden ser caracterizados de forma individual sobre estos sistemas.
La aplicabilidad del CYP humano recombinante en investigación y des-
arrollo farmaceútico es pues muy amplia, y abarca aspectos bien dife-
renciados:
Análisis del perfil metabólico del fármaco: pueden aplicarse a la de-
terminación cuali y cuantitativa de los metabolitos específicos generados
in vitro por CYPs específicos, contribuyendo así a la caracterización de
la ruta de biotransformación CYP-dependiente de nuevas moléculas en el
ser humano. Posibilitan el análisis estructural de los metabolitos y la ob-
MARÍA PILAR LÓPEZ GARCÍA
178
tención de información respecto al mecanismo de catálisis, incluyendo la
potencial activación metabólica del compuesto nativo (p. ej. 98,99). La
identificación del patrón metabólico en el organismo humano es a su vez
esencial en la selección racional y la validación de las especies animales
más adecuadas a posteriores estudios toxicológicos (21,22).
Identificación inequívoca del (o los) CYPs específicos responsables
del metabolismo, esto es, el fenotipage de reacción: analiza el número y
la identidad de los enzimas implicados. Los sistemas heterólogos permi-
ten la caracterización cinética del proceso, aportando datos (Km y Vmax
aparentes, CLint y CLmax) de extrema utilidad en la estimación de la con-
tribución relativa y la relevancia de cada CYP particular en la metaboli-
zación de un determinado fármaco in vivo (21,134), y en la modelización
de sus propiedades farmacocinéticas en el organismo humano (135,136).
Investigación in vitro de la inhibición específica de isoformas CYP:
el metabolismo mediado por un determinado CYP y la capacidad del pro-
pio fármaco para inhibir dicha u otras isoformas CYP, son procesos in-
dependientes que deben analizarse separadamente. La mayoría de inter-
acciones medicamentosas son dependientes de metabolismo (2 o mas
fármacos compiten en su metabolismo por un mismo CYP). La fracción
microsomal de la célula huésped constituye una unidad artificial de bio-
transformación que, a diferencia del microsoma hepático humano, de per-
fil multienzimático, contiene un sólo CYP humano funcional. El modelo
simplifica extraordinariamente la determinación in vitro de los paráme-
tros cinéticos (Ki, IC50) que caracterizan el proceso de inhibición (p. ej.
137), y su aplicación al análisis, modelización y predicción de posibles
interacciones fármaco-fármaco en el ser humano in vivo (21,22,134).
Especificidad catalítica de CYPs homólogos, y caracterización ciné-
tica y funcional de polimorfismos: la expresión de CYPs con alta homo-
logía estructural —isoformas pertenecientes a una misma subfamilia, en-
zimas polimórficos, variantes alélicas, o proteínas obtenidas por
mutagénesis dirigida— en sistemas heterólogos, junto al análisis preciso
de los parámetros cinéticos frente a diferentes sustratos y análogos es-
tructurales, ha permitido la definición de la especificidad catalítica (de
sustrato y reacción) de diferentes CYPs humanos (p. ej. 95), y —como
se discutirá más tarde— ha contribuido a la identificación de los residuos
determinantes de la estructura-función del centro activo de diversos
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CYPs. La caracterización funcional in vitro de enzimas polimórficos pre-
senta un interés especial en relación a la predicción de su contribución a
la variabilidad interindividual en el metabolismo in vivo de nuevas enti-
dades (138).
El valor predictivo de los enzimas recombinantes en la estimación
de las propiedades cinéticas reales del CYP humano, la farmacocinética
y potenciales interacciones medicamentosas de nuevas moléculas en el
organismo humano, depende básicamente de la precisión y la fiabilidad
con que permitan establecer las constantes cinéticas en las que se basa
la extrapolación in vitro-in vivo (21,135,136). La estrategia general en
la optimización de estos modelos se ha orientado casi exclusivamente a
garantizar la máxima expresión funcional del CYP recombinante por op-
timización del entorno redox del hospedador; paradójicamente, se ha
prestado poca o nula atención a la optimización de las condiciones rela-
tivas al ensayo in vitro de la actividad monooxigenasa recombinante,
condiciones a menudo derivadas de ensayos diseñados específicamente
sobre microsomas hepáticos de rata o humanos. Como norma general,
en los sistemas optimizados la velocidad de catálisis expresada por nmol
de CYP (y por tanto la Vmax) —condicionada por el contenido específi-
co en holoenzima y CPR— debería exceder la estimada en el microso-
ma hepático humano, mientras que la Km aparente —para un mismo CYP
y un mismo sustrato— debe ser comparable entre sistemas. Esto no siem-
pre ocurre así, y los datos cinéticos obtenidos en sistemas heterólogos
muestran a menudo una notable variabilidad tanto respecto a los obte-
nidos en el microsoma hepático humano, como en función de la fuente
específica del CYP recombinante y/o interlaboratorio. Estas diferencias
han sido en general justificadas por variaciones en la metodología em-
pleada en el ensayo. Efectivamente, numerosas evidencias muestran que
las condiciones de ensayo definidas para la fracción microsomal hepáti-
ca nativa pueden no resultar óptimas para fracciones microsomales pro-
cedente de modelos no humanos; así, la actividad del CYP humano re-
combinante es claramente influenciable por factores relativos a la
incubación como son, la proteína total (21) o la concentración de glice-
rol presente en el ensayo (Figura 3), la temperatura de incubación (Fi-
gura 4), la naturaleza del tampón (139,95), o mejor, la fuerza iónica del
medio (Figura 5). Todos ellos pueden afectar inespecíficamente la esta-
bilidad de la membrana y/o la eficiencia en la transferencia electrónica
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vía CPR al propio CYP durante el ensayo; reduciendo la linealidad en
la formación de producto frente al tiempo, pueden falsear los paráme-
tros cinéticos (como Vmax o Km) determinados en condiciones rutinarias
de ensayo, de forma diferencial dependiendo de la isoforma CYP, el sus-
trato, y el modelo de expresión utilizado. Adicionalmente, la sobreex-
presión de CPR no solo diminuye el rendimiento final en holoenzima
CYP sino que contribuye muy significativamente a desestabilizar la frac-
ción microsomal durante la incubación (Figura 4), un fenómeno expli-
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FIGURA 3. Influencia de la concentración de glicerol en la actividad monoxigenasa.
Utilizado habitualmente como crioconservante (20% v/v) en el tampón estándar de con-
servación de la fracción microsomal, el glicerol es un componente presente -y a menu-
do ignorado- en el ensayo de la actividad CYP. Dado el bajo contenido especifico en
CYP de las fracciones de membrana derivadas de modelos recombinantes (nmol/µl), la
concentración final de glicerol puede alcanzar concentraciones muy significativas en el
ensayo, oscilando entre el 2-8% (v/v) dependiendo de la concentración de CYP
(nmol/ml) que requiera el ensayo y del contenido especifico de cada preparación mi-
crosomal particular. La figura muestra la influencia del glicerol en la actividad del
CYP2C9 humano recombinante expresado en levadura. Los datos corresponden a 6
preparaciones microsomales diferentes valoradas en idénticas condiciones de ensayo.
cable por su papel como fuente de especies reactivas de oxígeno (45,50).
Estas observaciones hacen aconsejable la realización de estudios indivi-
dualizados de validación y estandarización metodológica, utilizando sus-
tratos y reacciones modelo, que permitan definir las condiciones de en-
sayo adecuadas a cada sistema y para cada CYP particular, y garantizar
la obtención de datos cinéticos consistentes.
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FIGURA 4. Influencia de la temperatura de ensayo y la sobreexpresión de CPR en la es-
tabilidad de la actividad monooxigenasa del CYP humano recombinante expresado en le-
vadura. Si bien la actividad CYP se determina rutinariamente a 37ºC (la Tª óptima para
el enzima humano), estas condiciones no son adecuadas al ensayo sobre fracciones de men-
brana de origen no humano, tal es el caso del modelo levadura (en su caso, células de in-
secto). (A) Actividad del CYP recombinante determinada tras preincubación a 4ºC (❏),
28ºC (❍) y 37ºC () en condiciones de no catalisis (ausencia de sustrato y NADPH) en
fracciones microsomales de S. cerevisiae D12 (CPR endógena basal) y W(R) (cepa modi-
ficada para expresar niveles de CPR endógena unas 50 veces mayores). La pérdida ex-
pontánea de actividad en las fracciones preincubadas a 37ºC (mucho más acusadas en
membranas que expresan CPR, donde tras solo 10 min. la actividad corresponde al 30%
de la inicial), hace aconsejable que la incubación se realice a 28ºC -la Tª fisiológica de la
levadura-. (B) Actividad residual CYP determinada a la Tª óptima (28ºC) en microsomas
de S. cerevisiae W(R), tras preincubación a 28ºC en condiciones de no catálisis (sin sus-
trato ni NADPH, ❍; sin sustrato + NADPH, ) o en presencia NADPH y el sustrato ().
Paradójicamente la sobreexpresión de CPR -diseñada para maximizar la expresión fun-
cional del CYP humano- acelera la pérdida de la actividad durante la incubación, en pro-
ceso desencadenado por la incorporación del NADPH al medio de ensayo. En estas con-
diciones, la formación de producto es lineal durante tan solo 5 minutos.
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FIGURA 5. Influencia de la fuerza iónica del medio en la actividad del CYP 2C18 re-
combinante expresado en levadura. (A) Velocidad de hidroxilación de Tolbutamida
por el CYP2C18, ensayada en microsomas de levadura (a 28ºC y pH 7,4, en condi-
ciones de máxima actividad) frente a concentraciones variables de tampón Fosfato,
Tris o Hepes. (B) Resultados frente a un sustrato 2C18 alternativo: la figura mues-
tra la dependencia de la velocidad de hidroxilación del Ácido tienílico (AT) respecto
a la concentración de Hepes utilizada en el ensayo (FI variable, barras sombreadas),
y la actividad determinada frente a idénticas concentraciones de Hepes, en incuba-
ciones suplementadas con NaCl a fin de mantener una FI máxima y constante (ba-
rras claras, FI = 0,1). Los datos confirman que la actividad CYP2C18 no depende
de la naturaleza química del tampón sino de la fuerza iónica del medio de incuba-
ción. En idénticas condiciones (modelo de expresión CYP y ensayo), la actividad
CYP2C9 no parece depender de la fuerza iónica (resultados no mostrados). (C ) Re-
presentación Lineweaver-Burk de la velocidad de hidroxilación del AT respecto a la
concentración de sustrato: la fuerza iónica en el ensayo (tampón Tris 20 mM, FI=
0,02 o 50 mM, FI= 0,04) influye significativamente en los parámetros cinéticos esti-
mados: en este caso un aumento en fuerza iónica disminuye la Vmax sin alterar la Km.
Los modelos de expresión heteróloga del CYP humano son en la ac-
tualidad plenamente aceptados, y su aplicación a la investigación in vitro
del metabolismo oxidativo de fármacos, de uso generalizado. Su utilización
como metodología de rutina, hoy imprescindible en la industria farmacéu-
tica (21,22,135,138), ha sido potenciada por el desarrollo simultáneo de téc-
nicas automatizadas adecuadas al análisis y procesamiento con alto rendi-
miento de un gran número de candidatos farmacológicos (microensayos,
diseño de sustratos o inhibidores modelo altamente específicos —fluores-
centes o radioisótopos—, optimización y automatización de metodología
analítica, desarrollo de algoritmos y modelos predictivos computerizados,
etc.), que permiten reducir el número de ensayos necesarios y mejorar la
rapidez, el coste y la eficacia en la evaluación e identificación del mejor
candidato en las etapas tempranas del desarrollo de nuevos fármacos.
3.2. Modelización molecular y estudios estructura-función del CYP
El análisis estructura-función y la elucidación de la estructura tridi-
mensional (3D) del CYP de mamíferos constituye sin duda un objetivo
clave, y uno de los retos más importantes a los que se enfrenta la inves-
tigación básica actual en el área del citocromo P-450 (140,141). Cada
CYP individual posee características únicas en cuanto a especificidad de
sustrato, regio o estéreoselectividad y perfil de reacción, que reflejan di-
ferencias en la secuencia primaria y la estructura terciaria de la proteína.
La modelización molecular del CYP humano pretende contribuir a la pre-
dicción del metabolismo CYP-dependiente, al diseño de inhibidores iso-
forma específicos, al rediseño (ingeniería) de las propiedades catalíticas
del propio CYP, y al diseño y desarrollo racional de nuevos fármacos.
Dos factores han jugado un papel determinante en el reciente y muy rá-
pido progreso hacia la elucidación de la base estructural de la especifici-
dad catalítica del CYP: por una parte, la disponibilidad de la estructura
cristalina de rayos-X de 4 CYPs bacterianos (P-450cam, P-450BM-3, P-450eryF
y P-450terp), por otra, la aplicación de sistemas de expresión heteróloga al
análisis de la relación estructura-función del CYP eucariota. El elevado
rendimiento en la producción de holoenzima, y la relativa sencillez para
conseguir la expresión funcional de variantes del cDNA nativo obtenidas
ingeniería genética, convierten a E. coli y S. cerevisiae en los sistemas
de aplicación preferencial en este contexto.
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La producción a gran escala en E. coli de formas solubles (citosólicas)
del CYP mamífero por modificación del cDNA —conducente a eliminar el
extremo N-terminal de anclaje a membrana del CYP nativo— es hoy por
hoy la alternativa más prometedora para eliminar las dificultades intrínse-
cas en la cristalización de la proteína eucariota residente en retículo endo-
plásmico. La aproximación se ha aplicado a la producción y purificación de
formas truncadas de p.ej. los CYPs 2B4, 2D6, 2E1 y, en particular, diver-
sas isoformas de la subfamilia CYP2C (revisado en 28,140,142), y ha per-
mitido finalmente el éxito en el análisis cristalográfico por rayos X del
CYP2C5 de conejo, el único CYP de mamífero para el que disponemos ac-
tualmente de una estructura cristalina de alta resolución (143). La modeli-
zación molecular por homología, utilizando como molde la estructura cris-
talina de los CYPs bacterianos y del CYP2C5, ha permitido diseñar modelos
3D de trabajo de diferentes CYPs humanos, potencialmente aplicables a la
identificación de los dominios estructurales clave (anclaje a membrana, ca-
nal de acceso del sustrato, sitios de reconocimiento del sustrato —SRSs—,
interacción con CPR y/o transferencia electrónica), y a la predicción de las
consecuencias funcionales de la alteración en la estructura primaria de la
proteína (140,141). La utilización de modelos estructurales de homología,
combinada con los datos cinéticos precisos obtenidos por expresión heteró-
loga de variantes específicas generadas por mutagénesis (dirigida o random)
o construcciones quiméricas, ha proporcionado información muy valiosa en
relación a la topología del centro activo del enzima, permitiendo la identi-
ficación de aminoácidos clave en la interacción enzima-sustrato que deter-
minan la especificidad, afinidad, regioselectividad y eficacia catalítica de di-
ferentes CYPs humanos. A título de ejemplo citamos los estudios
estructura-función del CYP1A1 (144), CYP1A2 (145), CYP2B6 (146),
CYP2D6 (147), CYP3A4 (148) y las diversas isoformas de la subfamilia
CYP2C humana (95,140,149). La evolución y progreso en esta área es ex-
traordinariamente rápida, y se espera conduzca en muy corto plazo al en-
tendimiento de la base estructural de la complejidad catalítica del CYP.
3.3. Aplicaciones en toxicología in vitro: bioactivación,
mutagénesis y carcinogénesis.
El término bioactivación, define el proceso por el que durante su me-
tabolismo un fármaco o xenobiótico es convertido en un intermediario(s)
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altamente reactivo(s) capaz de unirse de forma irreversible a macromo-
léculas endógenas (proteínas y/o ácidos nucleicos), con diferentes conse-
cuencias toxicológicas. Frecuentemente la bioactivación in vivo es resul-
tado del metabolismo CYP-dependiente. 
La fracción microsomal de diferentes sistemas de expresión, y en es-
pecial de levadura, ha demostrado ser un modelo in vitro particularmen-
te útil en estudios mecanísticos de bioactivación (98,99,117,125,150,151)
orientados a establecer, a) la naturaleza química del electrófilo generado,
b) la identidad de la isoforma CYP específicamente responsable de su for-
mación, c) las características cinéticas del proceso de bioactivación —
permitiendo extrapolar su relevancia in vivo—, y, d) la identidad de los
aductos fármaco-proteína formados y su papel biológico como neoantí-
genos, contribuyendo así a la elucidación del papel de diferentes CYPs
en las primeras etapas del mecanismo que desencadena la hepatitis au-
toinmune medicamentosa en el ser humano (110). 
Los sistemas de expresión bacterianos (64,78,152) y las líneas celu-
lares transformadas de origen mamífero (19,121,129,133,153) son am-
pliamente utilizados como sustrato biológico idóneo en ensayos de ge-
notoxicidad in vitro. Combinan dos ventajas: por una parte, simplifican
la investigación del papel específico de un determinado CYP en la bioac-
tivación de promutágenos. Por otra, permiten la detección del potencial
mutagénico de un determinado compuesto mediante el análisis de dife-
rentes marcadores específicos en la propia célula diana in vivo. La apro-
ximación más simple se inspira en el test de Ames —el bioensayo de ge-
notoxicidad más generalizado—, que combina un ensayo de
mutagenicidad en bacterias (en el test clásico, la reversión de la auxo-
trofía a histidina en cepas específicas de Salmonella typhimurium) con un
sistema externo de bioactivación (el sobrenadante post-mitocondrial he-
pático, o S9): la adaptación implica básicamente la sustitución de la frac-
ción S9 hepática por fracciones microsomales de E. coli modificadas para
la expresión funcional de CYPs humanos individuales (154-156). Poste-
riormente, se ha expresado directamente el CYP humano en la cepa tipo
S. typhimurium (78,79), y se han diseñado cepas de E. coli (cepas LacZ
o WP2 uvrA) de aplicación específica a ensayos de reversión mutagéni-
ca (157,158). En ambos casos, la bioactivación se produce en el medio
intracelular de la célula diana, sin barrera aparente entre el intermediario
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reactivo y el DNA celular. La misma tecnología se ha aplicado al análi-
sis de la participación en bioactivación/mutagénesis de otros enzimas
como N-acetil transferasas, Glutation transferasas y Sulfotransferasas
(78,152).
Las líneas celulares de mamífero modificadas genéticamente para la
expresión del CYP humano, permiten también que la bioactivación y sus
consecuencias toxicológicas puedan explorarse en la misma célula. Su
mayor proximidad a las células de origen humano facilita la extrapola-
ción de la información obtenida in vitro al organismo humano in vivo. En
general permiten la realización de estudios a largo plazo sobre la célula
in vivo, utilizando dosis subtóxicas —condiciones apropiadas para simu-
lar fielmente la exposición humana a procarcinógenos—, y la aplicación
de un variado número de marcadores citogenéticos como indicadores de
genotoxicidad humana (mutaciones en loci génicos específicos, aberra-
ciones cromosómicas, intercambios por recombinación en cromátidas, mi-
cronúcleo, síntesis no programada o rotura de DNA, alteraciones morfo-
lógicas, etc.). Con este objetivo se han utilizado células V79 (129),
GM0637 (19), HepG2 (126,127), y en especial, las líneas derivadas de
linfoblastos humanos (132,133). Estas últimas, por su origen humano, son
consideradas modelo particularmente útil en la predicción de la suscepti-
bilidad humana a carcinogénesis química. Es posible también la coex-
presión en una misma línea celular de formas individuales CYP junto a
enzimas de fase II (p. ej., N-acetil transferasa) a fin de reconstruir pro-
cesos complejos de activación metabólica, tal es el caso p. ej. de aminas
heterocíclicas (121).
3.4. Biorreactores
E. coli, S. cerevisiae y líneas celulares de insecto (baculovirus) son mo-
delos de muy elevado rendimiento en la expresión del CYP humano catalí-
ticamente autosuficiente, cuyo crecimiento en suspensión, y en medios de
cultivo relativamente simplificados, es fácilmente adaptable a la producción
a gran escala de biomasa en fermentadores. Estas características los con-
vierten en modelos idóneos para el diseño y desarrollo de biorreactores
(23,24,26,68) aplicables a muy diferentes propósitos. La aplicación inme-
diata es la producción cuantitativa (gramos) de las propias isoformas CYP
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humanas que, tras purificación a homogeneidad por métodos relativamente
sencillos (54), son utilizadas rutinariamente para la obtención de anticuer-
pos altamente específicos (58,159). La producción a gran escala de formas
solubles del CYP mamífero en bacterias, facilita el análisis cristalográfico
de la proteína residente en retículo endoplásmico, y la realización de estu-
dios biofísicos (28,140). Levaduras, bacterias y células de insecto se han uti-
lizado también como biocatalizadores de “diseño” para la producción cuan-
titativa de metabolitos regio y estereoselectivos, (en aplicaciones analíticas,
o a nivel industrial), cuya síntesis química o purificación por métodos con-
vencionales puede ser extraordinariamente compleja (23). Citamos como
ejemplo, la w_hidroxilación de ácidos grasos (160), la producción industrial
del colorante índigo (161) —cuya biosíntesis implica la actuación de un solo
CYP específico—, o la biosíntesis de hidrocortisona (162) —proceso mu-
cho más complejo que requiere la expresión de 13 genes diferentes en un
mismo microorganismo. 
Por último, una de las aplicaciones actuales particularmente intere-
santes, y más prometedoras a corto y medio plazo, es el diseño de bio-
rreactores basados en la expresión de actividades CYP específicas (nati-
vas, o diseñadas y producidas por ingeniería genética) adecuadas a la
biodegradación de contaminantes medioambientales (p.ej., naftaleno, di-
fenilmetano, pireno o hidrocarburos halogenados), que puedan ser efica-
ces en el ámbito de la biorremediación (25,26).
4. PERSPECTIVAS FUTURAS
En muy pocos años la expresión funcional del CYP humano recom-
binante ha sido plenamente optimizada y podemos considerar que, hoy
por hoy, no existe necesidad real de nuevas mejoras técnicas en estos sis-
temas. Previsiblemente, los avances más importantes a corto plazo en el
uso de modelos de expresión heteróloga se producirán como resultado de
la extensión de la tecnología existente a la expresión de enzimas de fase
II y fase III, así como en el diseño de nuevas aplicaciones en investiga-
ción y desarrollo farmacológico. 
Es deseable la identificación y diseño de sustratos fluorimétricos iso-
forma-selectivos (caso p. ej. del CYP2C9 o CYP2C19) de aplicación a
estudios de inhibición enzimática (21). Es también necesario un esfuerzo
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importante en la optimización y estandarización de las condiciones de en-
sayo de estas preparaciones, así como en el desarrollo y validación de
métodos que permitan la extrapolación fiable de los datos metabólicos
obtenidos in vitro a la predicción de la farmacocinética real del compuesto
in vivo, facilitando la identificación temprana de candidatos con propie-
dades farmacocinéticas óptimas (22,135). 
A nivel metodológico, el interés actual se orienta al desarrollo de mo-
delos experimentales que permitan abordar el estudio funcional del CYP
humano en un entorno específicamente hepático; tal es el caso de las dife-
rentes líneas continuas derivadas de HepG2 (hepatoma humano altamente
diferenciado) modificadas de forma estable para la expresión constitutiva
de un único CYP humano por transfección con vectores retrovirales (163)
o plásmidos linearizados (164,165), y la aplicación de adenovirus recom-
binantes a la transferencia génica del CYP al propio hepatocito en cultivo
primario (166). Existe así mismo un indudable interés en el desarrollo de
sistemas que por coexpresión simultánea y controlada de múltiples cDNAs
en la misma célula huésped, permitan reproducir la(s) combinación(es) es-
pecífica(s) de diferentes CYPs que encontramos fisiológicamente en el hí-
gado humano in vivo (21,128). La omisión de ciertas isoformas (p. ej.
CYP2D6 y CYP2C19), o la sustitución de la isoforma salvaje por sus va-
riantes alélicas (p. ej. CYP2C9*2 y CYP2C9*3), puede permitir la simu-
lación de polimorfismos nulos o funcionales, proporcionando un sistema
adecuado a la evaluación in vitro de la contribución del polimorfismo a la
variabilidad humana en el metabolismo oxidativo dependiente de P-450
(138). La experiencia alcanzada en la expresión heteróloga del CYP está
potenciando el diseño de sistemas de expresión recombinante de otros en-
zimas de biotransformación —p. ej., flavin monooxigenasas (140), UDP-
glucuronil transferasas (131), epóxido hidrolasa (133), N-acetil transfera-
sas (78,121,152), sulfotransferasas (78,152), o glutation transferasas
(78,152,167)—, diferentes transportadores (168,169), o receptores celula-
res (170), sistemas que irán ganado progresivamente mayor relevancia y
aceptación como modelo in vitro en estudios preclínicos. 
Finalmente, diversos laboratorios han demostrado que es posible la
expresión combinada del CYP humano junto a diferentes enzimas de fase
II (111,121,128,132) o proteínas de transporte (124,164,171) en distintos
tipos celulares. Indudablemente, el éxito en la expresión funcional y re-
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producible de múltiples cDNAs abre la interesante posibilidad de diseñar
sistemas experimentales mucho más complejos, orientados a la recons-
trucción y análisis de procesos multienzimático y sus consecuencias to-
xicológicas en una misma línea celular.
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